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摘 ， 要 :微小 RNA(microRNA,miRNA) 是 一 类 长 度 在 22 个 核 背 酸 左 右 的 小 分 子 非 编码 RNA， 


通过 与 3” 端 非 翻 译 区 的 碱 基 配对 部 向 调节 mRNA 的 表达 从 而 抑 于 


ma 


其 翻译 或 降解 。miRNA 


广泛 存在 于 动物 和 植物 中 ， 可 以 参与 调节 多 种 发 育 调控 和 生物 学 过 程 ， 本 文 在 总 结 miRNA 
的 来 源 、 作 用 机 制 、 预 测 方法 及 其 基因 表达 与 功能 的 基础 上 , 综述 了 其 在 反刍 动物 中 的 研究 


进展 。 
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中 图 分 类 号 : S852.2 


反刍 动物 


近年 来 ， 有 4 种 非 编码 的 单 链 短 序列 RNA 分 子 被 相继 发 现 ， 分 别 为 小 干扰 RNA(small 


interfering RNA,siRNA)、 与 Piwi 蛋 白 相 作用 的 RNA (piRNA)、 微小 RNA(microRNA,miRNA) 


及 其 他 小 RNA CeiRNA) ， 均 是 通过 转录 后 水 平 调控 细胞 的 功能 及 肿瘤 发 生 等 机 体 生 命 发 生 


过 程 。 随 着 基因 表达 研究 的 不 断 深入 ，miRNA 受 到 研究 者 们 的 普遍 关注 。 这 是 一 类 大 家 族 


非 编码 RNA， 可 以 介 导 RNA 分 子 进行 基因 的 沉默 ， 并 通过 基因 转录 、 翻 译 、 表 达 来 调 


节 
体 的 生命 活动 。 本 文 针 对 miRNA 在 反刍 动物 中 的 鉴定 、 表 达 和 功能 的 研究 进展 进行 综述 。 


1 miRNA 的 来 源 及 作用 机 种 


= 


miRNA je —25224- ECH RAAF EAE ISRNA , Re Se VEE DAT RE 


表达 。miRNA 最 初 是 在 新 杆 状 线虫 中 发 现 ， 


因为 其 抑 人 


判 蛋白 编码 基因 17-14 的 表达 而 被 称 为 


lin-4。 随 后 多 种 动 植物 中 的 上 百 种 miRNA 被 发 现 ， 并 且 发 现 它们 在 多 种 生物 学 过 程 中 发 挥 


作用 ， 包 括 细胞 增殖 、 分 化 、 调 亡 和 发 育 。 


在 真 核 生 物 中 ，miRNA 大 多 是 由 自身 编码 产生 的 ， 具 有 很 高 的 保守 性 。miRNA 是 由 一 
系列 核 酶 参与 加 工 形成 。 首 先是 miRNA 的 转录 启动 ， 是 由 RNA 聚 合 酶 在 miRNA 前 体 


(pre-miRNA) 发 夹 环 上 的 结合 开始 的 。 之 后 原始 前 体 转录 物 在 微 处 理 前 体 的 作用 下 形成 


70~80 个 核 苷 酸 并 且 包 含 茎 环 结 构 的 前 体 。 随 后 发 生 了 一 个 限 速 反 应 过 程 ， 即 Pre-miRNA 通 
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过 核 转运 体 Exportin-5 运 送 到 细胞 质 , 最 后 在 核糖 核酸 酶 III CRNaselID 的 作用 下 , ABRAM, 
保留 长 度 在 20~22 个 核 苷 酸 左右 的 双 链 miRNA 复 合体 ， 最 后 RNaseIII- 封 闭 肽 复合 物 将 双 链 
miRNA 复 合体 裂解 为 ?条 单 链 。 由 于 稳定 性 不 同 使 得 稳定 性 较 低 的 miRNA 单 链 与 RNA 诱 导 基 
因 沉默 复合 物 (RISC) 结合 ， 形 成 成 熟 的 miRNA， 而 另 一 条 miRNA 单 链 则 被 核酸 酶 降解 消 
除 ， 如 图 1 所 示 。 
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Nucleus: 细胞 核 ; Cytoplasm: 细胞 质 ; miRNA gene or intron: miRNA 基 因 或 内 含 子 ; RNA pol II/III:RNA 


— 


RAI; exportin-5: 输出 蛋白 5; microRNA duplex: microRNA A; RISC formation: RNA 诱 导 基 


因 沉默 复合 物 形 成 :transcription: 转录 ; cleavage: 742; DGCR8: DiGeorge 综 合 征 相 关 和 蛋白 8 DiGeorge 


syndrome critical region 8; TRBP: 艾滋 病 病毒 1 型 反应 式 激活 RNA 结 合 蛋 白 HIV-I transactivating response 


RNA binding protein; mature miRNA: 成 熟 miRNA; degradation: 降解 ，mRNA target cleavage: mRNA 革 分 


42; translation repression: 翻译 阻 抑 ， mRNA deadenylation: mRNA 脱 腺 苷 化 。 


All miRNA 的 生物 合成 


Fig.l Biosynthesis of miRNA"! 
2. miRNA 靶 基因 预测 与 鉴定 
miRNA 坦 基因 可 以 通过 计算 方法 进行 预测 。 这 些 方法 主要 是 通过 序列 互补 的 原理 来 预 


42 WAY, "lmiRandaflTargetScaniE; müPicTar. DIANAmicroT, RNAhybrid. microInspector, 


43 ”RNA22 和 SVMicrO 等 方法 则 是 通过 不 同 的 计算 原理 来 实现 的 所。 很 难 评价 这 些 预测 方法 的 准 
44 ” 确 性 ,但 多 种 预测 方法 共同 预测 ， 找 出 同样 结果 的 邯 基 因 ， 这 种 方法 的 准确 率 要 远 远 高 于 单 
45 ”一 软件 的 预测 。miRNA 的 靶 基 因 预 测 结果 需要 进一步 的 试验 验证 ， 常 见 的 验证 试验 包括 
46 “miRNA 的 过 表达 或 沉默 以 及 后 续 采 用 实时 定量 PCR(qRT-PCR) 和 荧光 素 酶 报告 试验 对 预测 
47 ，” 靶 基 因 的 鉴定 。miRNA 沉 默 通常 是 通过 反 义 寡 核 背 酸 (ASO) 来 实现 的 ， 这 些 反 义 序列 与 
48 ”miRNA 互补 结合 ， 致 使 碱 基 无 法 与 miRNA 的 靶 基 因 结 合 。ASO 的 化 学 修饰 有 2 种 方式 : 2'-O- 
49 — HER SERRA (AMO) 和 锁 核 酸 (LNA) 。 与 AMO 相 比 ，LNA 有 具有 较 高 的 抑制 效率 。 
50 ” 男 一 种 ASO 是 miRNA 消 除 ，RNA 序 列 从 表达 载体 转录 起 始 ， 含 有 多 种 与 miRNA 结 合 的 串联 
51 ”结合 位 点 。miRNA 消 除 竞 争 性 地 与 miRNA 结 合 ， 因 此 阻止 了 与 其 余 靶 基因 的 结合 中 。 大 量 
52 miRNA 靶 基 因 的 预测 工作 可 以 通过 和 蛋白质 组 学 的 方法 完成 。 如 选择 反应 检测 SRM) 和 同 
53 “位 素 编码 标记 定量 法 可 从 秀丽 隐 杆 线虫 野生 型 和 miR-let7 突 变型 提取 出 上 百 个 miR-let7 靶 蛋 
54 ”和 白 ，161 个 蛋白 可 以 定量 ， 其 中 29 个 在 野生 型 和 突变 型 之 间 发 生 了 显著 变化 。SRM 结 果 与 一 
55 ” 些 研究 者 们 的 下 游 试 验 分 析 结 果 一 致 ， 如 遗传 互 作 、 多 聚 核 糖 体 分 析 以 及 荧光 素 酶 检测 。 以 
N 56 此 说 明 以 SRM 为 基础 的 miRNA 靶 基因 鉴定 是 高 效 的 由。 

e 57 3 miRNA 在 反刍 动物 中 的 研究 进展 


58 3.1 ^F 


59 在 反刍 动物 中 对 牛 的 miRNA 研 究 较 多 ， 已 有 766 种 前 体 miRNA 加 工 成 的 755 个 成 熟 的 
c 60 ”miRNA 通 过 多 种 标记 技术 被 鉴定 出 来 如。 有 研究 者 已 从 牛 胚胎 、 胸 腺 、 小 肠 、 淋 巴结 等 器 官 
61 ”鉴定 了 129 种 牛 的 miRNA。 从 牛 脂肪 组 织 和 乳腺 组 织 中 发 现 了 59 种 miRNA， 从 11 种 不 同 品种 
62 ” 牛 体 组 织 中 发 现 了 101 种 牛 的 miRNA。 也 有 科研 人 员 采 用 计算 机 软件 预测 方法 从 牛 的 基因 组 
63 ”中 预测 出 496 种 miRNA 靶 基因 。 近 些 年 ， 采 用 深度 测序 技术 检测 牛 视网膜 微血管 表皮 细胞 中 
64 ”的 miRNA， 鉴 定 出 255 种 已 知 的 牛 miRNA。 更 有 多 种 新 的 miRNA 成 员 相 继 被 发 现 ， 如 

65 ”miR-2284 和 -2285 家 族 新 成 员 ， 此 家 族 成 员 在 血管 发 生 中 起 到 重要 作用 中 。 

66 牛 miRNA 的 功能 研究 主要 集中 在 脂肪 、 骨 骼 肌 、 卵 母 细胞 以 及 早期 胚胎 发 育 方面 ,如 表 1 
67 ”所 示 。Jin 等 9 比较 研究 了 背部 脂肪 不 同 厚度 的 3 种 杂交 品种 脂肪 组 织 中 89 种 牛 miRNA 的 表达 
68 ”情况 ， 发 现 了 42 种 miRNA 的 差异 表达 ，miR-378 表 达 量 差异 最 为 显著 。miR-378 在 大 鼠 脂 肪 
69 ”形成 中 起 到 重要 的 作用 051。 因 此 ，miR-378 可 能 参与 了 牛皮 下 脂肪 的 生长 。 在 牛 肌 肉 前 体 脂 
70 ” 肪 细胞 分 化 为 成 熟 的 脂肪 细胞 过 程 中 miR-143 表 达 上 调 。miR-143 互 补 序列 的 转 染 抑制 了 牛 
71 ” 肌 内 脂肪 前 体 细胞 的 分 化 9。 这 些 研究 说 明 miR-143 在 牛 肌肉 脂肪 发 育 过 程 中 具有 明显 的 作 
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72 ] 。Romao 等 L171 发 现 8 种 miRNA 在 脂肪 组 织 中 的 表达 , 包括 miR-19a、-92a、-92b、-101、-103、 


73 ”-106、-142-5p 和 -296， 这 些 miRNA 与 高 脂 饮食 具有 相关 性 。 因 此 ， 这 些 miRNA 可 能 参与 牛 
74 ”高 脂 饮食 诱导 的 脂肪 生成 的 基因 调控 网 络 。 

75 miR-1 和 miR-206 作 为 2 种 肌肉 特异 性 表达 的 miRNA 在 肌肉 细胞 分 化 中 起 重要 的 作用 (31。 
究 者 发 现在 皮 埃 蒙特 牛 和 黑白 花 奶牛 骨骼 肌 细胞 中 miR-1 和 miR-206 表 达 并 因为 肌肉 抑制 
77 ” 素 基 因 的 点 突变 产生 了 骨骼 肌 双 肌 性 状 。miR-1 的 表达 量 在 2 个 品种 或 性 别 中 无 显著 差别 ， 
78 而 miR-206 在 皮 埃 蒙特 母 牛 中 的 表达 量 显著 高 于 黑白 花 奶 牛 09， 说 明 miR-206 表 达 上 调 可 能 
79 ”对 皮 埃 蒙特 母 牛 肌肉 肥大 有 影响 。 急 性 应 激 〈 瘤 骨 瘘 管 安装 ) 后 的 安 格 斯 牛 中 ，miR-181b 
80 ”在 肌肉 中 表达 上 调 ， 意 味 着 其 在 肌 细胞 生成 中 可 能 具有 重要 的 作用 Co。 郭 云 涛 等 20 采 用 
81 “RNA-Seq 法 研究 推 产 bta-miR-320a 易 受到 SP1 等 多 种 转录 因子 调控 ,其 可 能 通过 靶 基因 7P53、 


zn 


76 


82 ” 丝 裂 原 活化 和 蛋白 激酶 1 (mitogen-activated protein kinase 1, MAPK1) 等 的 抑制 作用 调控 牛 脂 
83 ” 肪 细胞 分 化 ， 从 而 对 牛 的 脂肪 沉积 产生 影响 。 孙 加 节 久 发现 miR-10020 能 通过 抑制 Pax7 基 因 
84 ”表达 ， 延 迟早 期 肌 细 胞 分 化 过 程 或 抑制 肌 卫 星 细胞 分 化 。 


nis 85 卵 母 细胞 中 富 集 有 6 种 miRNA， 包 插 miR-205、-150、-122、-96、-146a 和 -146b-5p， 研 
N 86 RRIA GN BE AH Hd MA AO~22 h 内 表达 量 显 著 下 降 231。 可 能 说 明 这 些 miRNA 在 牛 卵 母 细胞 
DO 。 87 成 炽 过 程 中 起 到 相应 的 作用 。miR-106a 在 牛 卵 母 细胞 中 的 表达 量 高 于 卵 丘 - 卵 母 细胞 复合 体 
88 (COCs) 中 的 表达 量 ， 而 miR-106a 划 基因 WEE1 同 源 基因 WEE1A 的 表达 量 却 低 于 COCs 中 的 
89 ”表达 量 吕 。 这 些 表达 量 的 差异 说 明 miR-106a 通 过 下 调 WEE1A 基 因 在 牛 卵 母 细 胞 发 育 过程 中 
90 ”起 到 关键 的 作用 ,同样 miR-196a 和 miR-181a 通 过 靶 向 调节 NOBOX 和 NPM2 基 因 调 节 牛 卵 母 
91 ” 胞 发 育 ， 而 这 2 种 基因 在 卵泡 生成 和 核 与 核 仁 组 织 生成 中 具有 重要 的 作用 ! 昌 。 牛 胚胎 从 1 细 
92 ” 胞 到 8 细胞 阶段 miR-21 和 miR-130a 的 表达 量 增加 ， 这 2 种 miRNA 可 以 对 牛 早期 胚胎 发 育 产 生 
93 影响 23。 靳 丽 军 29 发 现 miRNA 及 信号 通路 的 变化 与 转基因 克隆 牛 胎盘 的 异常 发 育 有 关 。 


94 表 1 ”反刍 动物 中 miRNA 所 行使 的 不 同 功能 
95 Table 1 Different functions of miRNAs in ruminants 
物种 miRNA 表达 位 置 SEXE 功能 文献 
Species Expression location Target gene Function Reference 
肉牛 miR-143 肌 内 脂肪 = 前 体 脂肪 细胞 分 Li 等 [7 
Beef — 前 体 细胞 = 化 与 增殖 = 
miR-378 黄体 IFNGRI 凋 亡 Ma 等 图 
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miR-196a 卵 母 细胞 NOBOX 卵泡 生成 Tripurani 等 外 
miR-181a 卵 母 细胞 NPM2 早期 胚胎 发 育 Lingenfelter" 
miR-21 视网膜 微血管 内 皮 细 胞 一 管 生成 Guduric-Fuchs 等 (9 
绵羊 miR-22 学 丸 支持 细胞 一 胎儿 举 丸 发 育 Torley 等 0 
Sheep miR-1 骨骼 肌 细 胞 MSTN 肌肉 肥大 Clop 等 0] 
miR-206 骨骼 肌 细 胞 MSTN 肌肉 肥大 Takeda 等 [13] 
32. 38 


miR-431、-433、-127、-434、-432 和 -136 是 首次 在 双 肌 避 羊 中 鉴定 出 来 的 几 种 miRNA， 
揭示 其 在 肌肉 肥大 表 型 羊 中 的 作用 。 采 用 深度 测序 的 方法 在 双 肌 辟 羊 骨骼 肌 细 胞 中 有 747 个 
miRNA、472 个 miRNA 前 体 被 鉴定 出 来 CP。Sheng 等 B38] 采用 小 RNA 克 隆 的 方法 鉴定 出 31 种 羊 
的 miRNA。 特 赛 尔 羊 MSTN 基 因 3' 端 非 翻 译 区 (3'-UTR)〉 存 在 1 个 G 到 A 的 突变 ， 进 一 步 研究 
发 现 这 个 突变 成 为 了 miR-1 和 miR-206 的 靶 位 点 , 因此 抑制 MSTN 和 蛋白 的 表达 引起 特 赛 尔 羊 肌 
肉 肥 大 。 王 直 朋 等 29 采 用 茎 环 -qRT-PCR 法 检测 了 羊 背 最 长 肌 3 种 miRNA 的 表达 ， 发 现 6 月 龄 
雄性 湖 羊 背 最 长 肌 中 oar-miR-299-5p 表 达 量 极 显著 高 于 6 月 龄 雄性 杜 泊 羊 x 湖 羊 杂 交 羊 ,说 明 
oar-miR-299-5p 可 能 与 湖 羊 早期 背 最 长 肌 的 生长 发 育 相 关 。 宋 广 超 等 B0 检 测 了 绵羊 miR-133 

前 体 序列 的 单 核 茸 酸 多 态 性 (SNP) 位 点 ， 说 明 其 可 能 对 miR-133 前 体 的 加 工 成 熟 具 有 重要 影 

响 ， 并 影响 绵羊 的 产 肉 性 能 

采用 miRNA 芯 片 的 方法 在 羊 体 侧 皮肤 和 耳 皮 肤 中 可 以 检测 出 159 种 miRNA 的 表达 , 并 发 
现在 体 侧 皮肤 中 有 19 种 miRNA 特 异性 表达 或 者 显著 富 集 。 这 个 结论 进一步 证 实 了 这 些 
miRNA 在 羊毛 生长 过 程 中 的 作用 。 和 孙武 B0 对 不 同 肤色 山羊 胎儿 皮肤 进行 鉴定 发 现 miR-381、 
-543、-129 和 -44 可 能 参与 了 黑色 素 生 成 过 程 。miR-let7a 在 绕 山羊 毛 吉 发 育 生 长 期 与 退行 期 
中 均 有 表达 ， 是 调控 绒 山 羊毛 宫 发 育 的 重要 因子 ， 以 靶 基 因 Cmyc 和 FGFS 在 毛 宫 发 育 中 行驶 
功能 B3。 豆 超 B31 发 现 miR-125b 通 过 抑制 FGF5 基 因 的 表达 对 毛囊 周期 性 变化 相关 基因 具有 一 
定 调控 作用 ,同时 miR-125b 过 表达 影响 毛 宫 周期 性 变化 相关 基因 mRNA 的 表达 水 平 。 杨 姗 姗 
等 鸣 发 现 Ilpa-miR-nov-66 通 过 与 靶 基 因 sGC 结 合 ,通过 参与 环 单 磷酸 腺 苷 (CAMP) 路径 ,也 可 
以 调控 黑色 素 细胞 内 黑色 素 的 合成 。 同 样 ， 娅 凯 元 等 65 的 研究 报道 进一步 印证 了 上 述 结论 

A, McBride 等 B9 通 过 小 RNA 库 测序 的 方法 在 羊 不 同 生殖 阶段 的 卵 梨 卵 泡 和 黄体 中 鉴 
定 出 212 种 羊 miRNA。Torley 等 由 通过 qRT-PCR 方法 比较 了 羊 娃 娠 期 42 和 75 d 卵 策 和 学 丸 中 
128 种 miRNA 的 表达 ， 发 现在 妊娠 42 d 时 24 种 miRNA 在 卵巢 和 举 丸 中 差异 表达 ， 而 妊娠 75 d 
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时 43 种 miRNA 差 异 表 达 。 采 用 原 位 杂交 的 方法 则 发 现 miR-22 定 位 于 学 丸 支 持 细胞 ， 说 明 
miR-22 在 胎儿 举 丸 发 育 过 程 中 通过 抑制 颇 激 素 信 号 通路 而 产生 作用 。 胎 儿 期 举 酮 处 理 引 起 
卵巢 发 生病 理学 变化 。 举 酮 处 理 的 妊娠 母 羊 的 胎儿 卵 业 中 ，miR-497 和 miR-15b 表 达 上 调 ， 
说 明 这 2 种 miRNA 在 举 酮 诱导 的 卵巢 病理 学 变化 中 可 能 产生 作用 B71。 
4 小 结 

miRNA 在 机 体 生 物 学 过 程 中 具有 重要 的 调节 作用 。 目 前 已 有 数 百 种 miRNA 在 各 种 动物 
中 被 陆续 发 现 。 这 些 miRNA 都 是 以 一 种 时 空 特 异性 的 形式 表达 存在 ， 说 明 miRNA 在 特异 组 
织 类 型 或 特异 发 育 阶段 具有 重要 的 作用 。 虽 然 反 刍 动物 miRNA 的 功能 研究 存在 许多 限制 因 
素 ， 但 是 miRNA 坦 位 点 的 寻找 仍然 是 其 研究 的 一 个 突破 口 ，mRNA - miRNA 之 间 的 相互 作 
将 是 研究 机 体 生理 学 过 程 的 必 经 之 路 ,近期 全 基因 组 关联 研究 指出 复杂 性 状 通常 与 非 编码 
的 SNP 相 关 。miRNA 在 基因 表达 中 的 作用 也 可 能 是 因为 与 这 些 非 编码 SNP 之 间 的 关联 效应 产 
生 的 ， 也 就 是 说 相关 SNP 是 部 分 miRNA 的 结合 位 点 或 者 miRNA 序 列 。 因 此 miRNA 的 进一步 
研究 可 以 从 鉴定 SNP 与 miRNA 结 合 位 点 或 miRNA 序 列 的 重 二 与 反刍 动物 的 生长 或 繁殖 性 状 
的 关系 入 手 研 究 。 这 样 的 研究 将 会 为 反刍 动物 的 优良 繁殖 性 能 或 生长 性 状 的 选择 提供 遗传 学 
依据 。 
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Research Progress of MicroRNA in Ruminants 
ZHAI Bo ZHANG Lichun LI Xu WANG Chunxin ZHAO Yunhui ZHANG Mingxin* 
(Branch of Animal Husbandry, Jilin Academy of Agricultural Sciences, Gongzhuling 136100, 
China) 

Abstract: MicroRNAs (miRNAs) are around 22 nucleotides non-coding RNA that target to the 
base-pairing 3’ untranslated region (UTR) of specific mRNAs and inhibit their translation or 
degradation. MiRNAs widely exist in animals and plants and may play important roles in the 
regulations of developmental and physiological processes. This review summarized the biogenesis, 


mechanism and prediction methods of miRNAs, and their gene expressions and functions, and 
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